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“O que eu faço, é uma gota no meio de um oceano. 
Mas sem ela, o oceano será menor.” 
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O objetivo deste trabalho foi otimizar a extração dos compostos fenólicos 
presentes na casca do fruto de Punica granatum L. (romã) com diferentes 
locais de coletas e adquiridas comercialmente, bem como desenvolver e validar 
método analítico para separação e quantificação de punicalaginas totais por 
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e cromatografia líquida de ultra 
eficiência (CLUE), ensaios de pureza como determinação de água e cinzas 
totais e testar a atividade anti-inflamatória pela avaliação antiquimiotáxica in 
vitro do extrato e fração enriquecida de punicalagina. Para a otimização da 
extração com amostra coletada em Alegrete/15, diferentes técnicas extrativas 
foram testadas, entre elas: maceração, ultrassom, ultraturrax e refluxo, sendo 
esta última à escolhida. Análises de fatores críticos que influenciam na 
resposta, sendo eles temperatura, granulometria, porcentagem do solvente 
extrator, relação massa vegetal/solvente e tempo, foram realizadas, utilizando 
software estatístico MiniTab®. O método por CLAE foi desenvolvido, permitindo 
a separação e quantificação dos anômeros punicalagina α e β, com o emprego 
de coluna cromatográfica Kromasil® C18 – 5μm x 4.6mm x 150mm e fase móvel 
constituída por água acidificada com ácido trifluoroacético : acetonitrila 
acidificada com TFA.. O método pôde ser considerado eficiente e confiável, 
sendo linear, preciso, robusto, exato e específico, podendo ser utilizado para 
análise do extrato de P. granatum. O extrato bruto, bem como a fração de 
punicalaginas foram testados e reduziram significativamente a migração 
leucocitária nas concentrações mais elevadas (10 e 1 μg/mL) em relação ao 
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The objective of this work was to optimize the extraction of the phenolic 
compounds present in the fruit bark of Punica granatum L. (pomegranate) with 
different collection sites and commercially acquired, as well as to develop and 
validate an analytical method for the separation and quantification of total 
punicalagins by liquid chromatography (HPLC) and ultra-high performance 
liquid chromatography (HPLC), purity tests such as water determination and 
total ashes, and to test the anti-inflammatory activity by the in vitro 
antichemistoxic evaluation of the extract and enriched fraction of punicalagin. 
For the optimization of the extraction with sample collected in Alegrete / 15, 
different extractive techniques were tested, among them: maceration, 
ultrasound, ultraturrax and reflux, the latter being chosen. Analysis of critical 
factors influencing the response, being temperature, particle size, solvent 
extractor percentage, vegetable mass / solvent ratio and time, were performed 
using MiniTab® statistical software. The HPLC method was developed allowing 
separation and quantification of the punicalagin α and β anomers using a 
Kromasil® C18 - 5μm x 4.6mm x 150mm chromatographic column and mobile 
phase consisting of water acidified with trifluoroacetic acid: acetonitrile acidified 
with TFA The method could be considered efficient and reliable, being linear, 
precise, robust, exact and specific, and it can be used for the analysis of the 
extract of P. granatum. The crude extract as well as the fraction of 
punicalaginas were tested and significantly reduced the leukocyte migration at 
the highest concentrations (10 and 1 μg / mL) in relation to the positive control, 
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O uso de plantas medicinais é uma das formas mais antigas utilizadas 
para o tratamento de enfermidades que acometem o homem. Seu uso, com 
fins terapêuticos, cura de doenças e sintomas, ocorre desde o início da 
civilização. Quando o homem começou a prestar mais atenção em suas 
atividades, passou a aprimorar os processos de manuseio, adaptação e 
modificação dos recursos naturais para seu próprio benefício. Com o 
crescimento linear da população, os altos índices de doenças que afligem a 
humanidade e o aumento do número de formas de patógenos que prejudicam a 
saúde e o bem-estar, a busca de efeitos terapêuticos das plantas tornou-se 
uma importante ferramenta (FERRAZ et al., 2010). 
 Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), cerca de 80% da 
população de países em desenvolvimento utiliza práticas tradicionais com 
plantas medicinais na atenção primária à saúde e para o tratamento de 
diversas enfermidades (ROSA et al., 2011). O Brasil é um exemplo desta 
situação onde ainda, muitas vezes, o uso de plantas medicinais é importante 
recurso terapêutico para algumas comunidades e grupos étnicos 
(GONÇALVES et al., 2011). 
Até metade do século XIX, a maior parte dos medicamentos 
comercializados era derivada de plantas. Após a Revolução Industrial, a 
indústria farmacêutica voltou seus interesses para fármacos sintéticos. Apesar 
disso, a etnofarmacologia como ferramenta para a descoberta de fármacos a 
partir de produtos naturais permaneceu gerando resultados importantes e, 
continua despertando interesse dos pesquisadores (GILANI & RAHMAN, 2005; 
PATWARDHAN, 2005). 
O Brasil é um país de dimensões continentais, e apresenta quase um 
terço da flora mundial subdividida em dez biomas com uma biodiversidade 
extremamente rica, podendo ser fonte de novos medicamentos para tratamento 
de doenças. No entanto, mesmo com essa gama de possibilidades disponível 
de fontes naturais e o uso generalizado de plantas pela população, 
relativamente pouco tem sido realizado para transformar esse potencial em 
vantagens para os usuários. Apesar da importância dos vegetais para o 
desenvolvimento de novos fitoterápicos é indispensável a concomitante 
proteção e manutenção destes ecossistemas (AMARAL et al., 2006; LI et al., 







II. Revisão Bibliográfica 
 
II. 1. Espécie Punica granatum L. 
 
 A espécie Punica granatum L., conhecida popularmente no Brasil como 
romã ou romãzeira, é caracterizada como um grande arbusto ou uma pequena 
árvore, podendo atingir de um metro e meio a seis metros de altura (Figura 1 e 
2). É uma espécie originária da Ásia e que, atualmente, é amplamente 
cultivada em todos continentes, principalmente em países de climas tropicais e 
subtropicais. É pertencente a uma família pequena, tendo apenas um único 
gênero e duas espécies: Punica granatum L. e Punica protopunica (WERKMAN 
et al., 2008; TELES & COSTA, 2014; GULLON et al., 2016;), sendo que para a 
última citada não há uma conclusão que representa uma espécie válida.  
Existem relatos da utilização de romã em várias tradições, que reportam 
desde a antiguidade. Nas diferentes partes do globo e também entre as 
diversas crenças e religiões, simboliza sanidade, renascimento, fertilidade e 
abundância. É citada na mitologia e arte egípcia, e também no antigo 
testamento e Babilônia (WERKMAN et al., 2008).  
A medicina popular em diferentes regiões do mundo utiliza diferentes 
partes da romãzeira, para tratar vários problemas de saúde, mas, 
predominantemente desordens gastrointestinais. 
Diversos trabalhos mostram que P. granatum apresenta variadas 
atividades biológicas, tais como: antioxidante, antiviral, antibacteriana, 
antidiarreica, anti-helmíntica, prevenção de doenças crônicas que atingem 
grande parte da população mundial como, diabetes, doenças cardiovasculares, 
doenças do trato digestivo e respiratório, e ainda atuando na restauração do 
sistema imunológico (SYED et al., 2007; BOROCHOV-NEORI et al., 2009; 
TEHRANIFAR et al., 2010; MIDDHA et al., 2013). Estudos realizados por Khan 
(2009) revelam ainda que P. granatum apresenta atividades anticâncer, 
enquanto que Medjakovic e Jungbauer (2012) observaram uma melhora frente 
a síndromes metabólicas.  
Aslam e colaboradores (2006) descreveram o potencial dos extratos de 
P. granatum para a cicatrização da pele humana, com regeneração da derme e 
32 
 
epiderme, incluindo também potencial proteção frente a raios ultravioleta (UV-




Figura 1. Punica granatum. 
 
 
Figura 2. Fruto de romã. 
 
 
Diferentes grupos de pesquisa estudaram a ação de variados extratos 
de romã, preparados a partir das diferentes partes da planta, avaliando-se a 
atividade antimicrobiana frente às principais bactérias patogênicas e, inclusive, 
cepas resistentes a antibióticos. Os extratos mostraram-se ativos frente ao 
crescimento de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Aspergillus niger, 
Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Klebsiella 
pneumoniae, Helicobacter pylori, cepas de Salmonella enterica entre outros, 
onde os extratos de modo geral apresentaram grande potencial antibacteriano, 
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sendo testados isoladamente ou em associação com antibióticos 
convencionais, demonstrando atividade sinérgica. Alguns autores ainda 
sugeriram que os extratos ativos de P. granatum podem ser utilizados como 
conservantes em alimentos e medicamentos, prevenindo a contaminação e 
proliferação de microrganismos indesejáveis (ANESINI & PEREZ, 1993; 
PEREZ & ANESINI, 1994; NAVARRO et al., 1996; DE et al., 1999; NIMRI et 
al.,1999; NASCIMENTO et al., 2000; AHMAD & BEG, 2001; PRASHANTH et 
al., 2001; MACHADO et al., 2003; VORAVUTHIKUNCHAI et al., 2004; RANI & 
KHULLAR, 2004; BRAGA et al., 2005; WAFA et al. 2017). 
Guevara e colaboradores (1994) avaliaram o efeito in vitro de diversas 
plantas populares no Peru, entre elas a P. granatum, para o tratamento da 
diarreia e da cólera. A infusão e a decocção de casca de romã apresentaram o 
melhor efeito bactericida. Das et al. 1999, estudaram a ação de extratos das 
sementes frente a diversos modelos de diarreia em ratos, cujos resultados 
foram promissores na inibição deste quadro de desordem. 
 Vasconcelos e colaboradores (2003) concluíram que o extrato de P. 
granatum pode ser utilizado como agente antifúngico tópico, incorporado a um 
gel, para o tratamento da infecção por cândida associada à estomatite, 
causada pelo uso de dentadura. Entretanto, em 2006, Salgado e colaboradores 
desenvolveram e avaliaram in vivo a ação de um gel contendo extrato da casca 
de romã a 10%, onde este não se mostrou efetivo para uso contra formação de 
placa bacteriana gengival e gengivite. 
Ainda, sobre as atividades frente a microrganismos, extratos de romã 
mostraram potencial atividade antiviral. Efeitos promissores foram obtidos 
frente ao vírus Herpes simplex, vírus Sindbis e poliovírus (MOUHAJIR et al, 
2001; LI et al. 2004). Testes in vitro realizados por Neurath e colaboradores 
(2004), mostraram que o suco de romã apresenta atividade inibitória contra 
HIV-1, sendo observada competição por receptores de células alvos para 
infecção. 
O extrato aquoso da casca do fruto de P. granatum apresentou 
resultados promissores em testes realizados por Hukkeri e colaboradores 
(1993), nas quais avaliou a atividade anti-helmíntica frente a Taenia solium, 
Ascaridia galli e Pheritima posthuma, sendo mais potente que a substância 
padrão utilizada. Pesquisa realizada por Al-Megrin em 2016, revelou o extrato 
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da casca de romã como um tratamento alternativo importante para prevenção e 
tratamento da infecção causada por Giardia lamblia em modelo agudo in vivo, 
em ratos. 
 Trabalhos realizados com o óleo das sementes de romã apresentaram 
significantes resultados na inibição da angiogênese e diminuição da incidência 
de tumores, indicando este como um potente agente quimiopreventivo contra o 
câncer de mama humano, câncer de pele e câncer de cólon em ratos (KIM et 
al. 2002; HORA et al. 2003; TOI et al. 2003; MEHTA & LANSKY 2004). Outro 
estudo utilizando como farmacógeno as sementes do fruto da romã avaliou o 
efeito do extrato em ratos diabéticos, onde após 12h houve redução 
significativa dos níveis sanguíneos de glicose nos animais (DAS et al., 2001). 
Avaliação feita com extratos a partir das flores de romãzeira em ratos normais 
e diabéticos mostrou resultados positivos, reduzindo a taxa de glicose 
sanguínea nos animais diabéticos e ainda, aumentando a tolerância/inibição da 
absorção intestinal de glicose nos animais normais (PEREIRA, 1997; JAFRI et 
al. 2000; HASONA et al. 2016). 
Estudo realizado por Houston e colaboradores, (2016) objetivou avaliar a 
ação do extrato das cascas de P. granatum em aplicação tópica, utilizando 
modelo ex vivo em pele de porco, para atividade anti-inflamatória. Analisando 
os resultados frente à expressão da cicloxigenase (COX-2), o extrato isolado e 
principalmente associado com zinco, apresentou potencial para reduzir a 
inflamação e dor associadas a condições alteradas da pele, devido à 
significativa penetração pela via dérmica. 
A tabela 1 apresenta mais atividades biológicas descritas para diferentes 
extratos de P. granatum e, além disso, não apresentam toxicidade aguda e 
toxicidade subcrônica em estudos realizados in vivo,  como também 
demonstraram que o extrato de P. granatum apresentou efeitos tóxicos em 
concentrações superiores as necessárias para se obter atividade antiviral, ou 
ainda ausência de toxicidade (CERDA et al. 2003; VIDAL et al. 2003). 
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Tabela 1. Atividades biológicas descritas na literatura para diferentes extratos de P. granatum. 
Punica granatum 
Farmacógeno Tipo de extrato Atividade Referência 


































Tehranifar et al., 
2010 
Khan et al., 2007. 
Syed et al., 2007. 
Medjakovic & 
Jungbauer 2012 
Aslam et al., 2006 
Moreira et al., 2014. 
Rani & Khullar, 
2004. 
Das et al., 1999. 
Neurath et al., 
2004. 
Toi et al., 2003. 
Das et al., 2001. 








Câncer de pele 
Câncer de mama 
Medjakovic & 
Jungbauer 2012 
Nascimento et al., 
2000. 
Hora et al., 2003. 
Toi et al., 2003. 
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Jafri et al., 2000. 
Casca do fruto 
Metanólico 
- 
Extrato incorporado a 






















Câncer de mama 
Middha et al., 2013. 
Medjakovic & 
Jungbauer 2012. 
Vasconcelos et al., 
2003. 
Li et al., 2004. 
Guevara et a.l, 1994. 
Medjakovic & 
Jungbauer 2012. 
Wafa et al., 2017. 
Hukkeri et al., 1993. 
Houston et al., 2016. 
Al-Megrin, 2016. 
Kim et al., 2002. 






Reparo e regeneração 
celular 




Aslam et al., 2006. 
Ahmad & Beg, 2001. 
Não descrito Metanólico 
Antiviral: herpes 
simples;  poliovírus. 
Mouhajir et al., 2001. 
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Dentre os principais metabólitos secundários encontrados na espécie P. 
granatum, destacam-se flavonoides, antocianinas, taninos, alcaloides, ácido 
ascórbico, ácidos graxos conjugados e ácido ursólico (JAIN et al., 2011; 
FISCHER et al., 2013; NUNCIO-JÁUREGUI et al., 2014). 
Classificadas como taninos hidrolisáveis, as punicalaginas (anômeros α 
e β) são os compostos majoritários no extrato hidroalcoólico das cascas do 
fruto de Punica granatum L. São polifenois de alta massa molar apresentando 
características de adstringência, cor, sabor e sua estabilidade oxidativa (CHEN 
et al., 2000; NACZK & SHAHIDI., 2004; GONÇALVES., 2008). 
Esta classe de compostos apresenta notáveis atividades biológicas e é 
extensivamente utilizada pela medicina popular por suas propriedades 
adstringentes. Os taninos reagem com as proteínas das diversas camadas de 
tecidos, precipitam micro proteínas sendo úteis no tratamento de úlceras 
pépticas. Formam uma película protetora que previne a absorção de 
substâncias tóxicas, promovendo resistência para ação de enzimas 
proteolíticas (VASCONCELOS et al., 2008). 
O tanino punicalagina (Figura 3) se destaca como uma molécula 
funcional e relatos na literatura descrevem propriedades hepatoprotetora (LIN 
et al., 1998 e LIN et al., 2001), inibição do vírus da herpes simplex-1 (HIV-1) 
(LIN et al., 2011), antitumoral (MATSUURA et al., 1999; VILADOMIU et al., 
2013; ZAHIN et al., 2014), antioxidante (LIN et al., 1998; LIN et. al., 2001; AQIL, 






Figura 3. Estrutura química da punicalagina α e β. 
 
Punicalagina mostrou-se não tóxica em estudo de toxicidade in vivo, 
onde altas doses (6% de punicalagina em suco de romã) foram administradas 
por via oral em ratos, durante 37 dias (CERDA et al., 2003). Estudo de 
avaliação da biodisponibilidade de punicalaginas em ratos mostrou a presença 
da substância e de seus metabólitos nas fezes e urina, como também no 
plasma dos animais (CERDA et al., 2003). 
Estudos demonstram que polifenois como a punicalagina inibem o 
crescimento celular e induzem a apoptose em células cancerosas. Testes in 
vivo, realizados com ratos implantados com linhagem celular (PC-3) de câncer 
de próstata mostraram que a diminuição do crescimento celular ocorre pela 
modulação de proteínas que regulam a apoptose (MALIK et al., 2005; MALIK & 
MUKHTAR, 2006). 
Estudo realizado na Espanha mostrou em experimentos in vivo que 
porcos que receberam suplementação de extrato de romã contendo 
punicalaginas, apresentaram melhora e prevenção na disfunção endotelial 
coronariana induzida pela hiperlipemia, prevenindo contra inflamação e dano 
oxidativo vascular (VILAHUR et al., 2015). Li e colaboradores publicaram 
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estudo em 2015, relatando os efeitos do extrato e do suco de romã contendo 
punicalaginas, sobre o crescimento in vitro das bactérias intestinais e sugerem 
que a romã apresenta grande potencial para atuar como probiótico, 
aumentando a flora intestinal de bactérias consideradas benéficas (LI et al., 
2015). 
 






Granatina C34H24O22 Pericarpo Wafa et al., 2017 
Pedunculagina C34H24O22 Pericarpo Wafa et al., 2017 
Quercetina  C15H10O7 Pericarpo 
Aslam et al., 
2005 
Canferol C15H10O6 Pericarpo 
Aslam et al., 
2006 
Naringenina  C15H12O5 Pericarpo 
Aslam et al., 
2005 
Punicalina C34H22O22 Casca fruto/pericarpo/raízes Wafa et al., 2017 




Jasuja et al., 
2012 
Ácido gálico C7H6O5 Casca fruto/pericarpo/ flores Wafa et al., 2017 
Ácido elágico C14H6O8 Casca fruto/pericarpo Wafa et al., 2017 
Ácido punicílico C18H30O2 Óleo semente 
Aslam et al., 
2006 
Ácido linoleico C18H32O2 Óleo semente 
Aslam et al., 
2006 
Testosterona C19H28O2 Semente 
Lansky & 
Newman, 2007 
Ácido cafeico C9H8O4 Suco/folha 
Lansky & 
Newman, 2007 
Catequina C15H14O6 Suco/folha 
Lansky & 
Newman, 2007 
Cianidida C15H11O6 Suco Noda et al., 2002 
Ácido cítrico C6H8O7 Suco 
Lansky & 
Newman, 2007 





Ácido fumárico C4H4O4 Suco 
Lansky & 
Newman, 2007 
Rutina C27H30O16 Suco 










Figura 4. Estrutura química dos principais compostos presentes em P. 
granatum. 
 
A romã desperta interesse atualmente por ser uma matéria prima vegetal 
disponível e é reconhecida como produto funcional, benéfico à saúde, 







devido ao potencial existente para utilização industrial das cascas dos frutos, 
subproduto que constitui resíduo na utilização da espécie, é necessário que 
haja a garantia da sua eficácia e segurança. 
 
II. 2. Controle de qualidade e validação de métodos analíticos 
 
 Na obtenção de um produto fitoterápico, o processo de desenvolvimento 
tecnológico necessita estudos prévios como: estudos botânicos, estudos 
agronômicos, químicos e pesquisa sobre sua atividade biológica, o que 
diferencia das plantas medicinais e das preparações utilizadas pela medicina 
popular. Para se obter um novo medicamento a partir de uma planta medicinal, 
alguns estudos são necessários e podem ser divididos nas etapas: 
 
 Botânica - identificação exata do material em estudo, viabilidade 
de cultivo ou de coletas;  
 Química - obtenção de extratos, diretos ou concentrados, análise 
do perfil metabólico, variabilidade química (múltiplas coletas em 
diferentes locais, diversas épocas do ano, diferentes anos, 
altitudes, entre outros); 
 Farmacêutica - formulação e garantia da qualidade do produto; 
 Biológicas - ensaios pré-clínicos (ensaios farmacodinâmicos, 
farmacocinéticos e toxicológicos); 
  Clínica - estudos realizados em humanos. 
 
Para garantir um produto uniforme e eficaz é necessário que todos os 
insumos, desde a planta in natura, droga vegetal, tinturas, extratos até o 
produto acabado, sejam caracterizados através de seus constituintes químicos, 
ou atividades farmacológicas (DI STASI, 1996; SIMÕES et al., 2003). Desta 
forma, em muitos casos, o produto final pode ser padronizado através da 
quantificação de marcadores, podendo ser compostos químicos característicos 
da espécie, ou compostos presentes em grandes quantidades. 
 A análise de marcadores químicos serve para avaliar a identidade de 
uma matéria-prima vegetal e a qualidade do fitoterápico obtido e, estes podem 
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ou não ser os responsáveis pelos efeitos farmacológicos. Entretanto este 
procedimento não garante a autenticidade do material, nos casos de 
falsificação em que o produto acabado pode ser adicionado de um marcador 
isolado (SCHANEBERG et al., 2003). Como alternativa para a determinação da 
identidade de um material vegetal, além da identificação botânica, é importante 
a utilização do fingerprint cromatográfico (SCHANEBERG et al., 2003; SIMÕES 
et al., 2003). 
 O fingerprint ou impressão digital de um produto natural ou planta 
medicinal, é um cromatograma obtido representando todos os componentes 
químicos presentes ou detectáveis no extrato. Ajuda na autenticação e 
identificação de uma planta. Considerando múltiplos constituintes no extrato 
para avaliar a qualidade, em vez de apenas um ou dois marcadores (GONG et 
al, 2003). Essas informações são obtidas levando-se em consideração fatores 
relacionados com a separação cromatográfica, com o número e com a 
concentração dos compostos presentes, proporcionando segurança e 
confiabilidade nos resultados. 
 Para este fim, metodologias desenvolvidas que utilizam técnicas 
cromatográficas, como a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), têm 
sido amplamente utilizadas tanto para estudos fitoquímicos, quanto na química 
analítica para o controle de qualidade de plantas medicinais, proporcionando 
vantagens como alta eficiência e rapidez (SIMÕES et al, 2003; RIBANI et al, 
2004).  
 O desenvolvimento de métodos analíticos para o controle de qualidade 
ou pesquisa de um produto, de forma geral, envolve a avaliação e otimização 
de vários parâmetros, desde o preparo da amostra, separação cromatográfica, 
detecção e quantificação, devendo ser amplamente estudados e relacionados 
com o metabólito de interesse (CAUSON, 1997). 
Outra etapa fundamental para o controle de qualidade é a validação das 
metodologias analíticas desenvolvidas, tendo por objetivo garantir que o 
método atenda corretamente aos propósitos a que foi proposto e possa ser 
implementado nos protocolos de qualidade do produto, assegurando desta 
forma sua ação terapêutica e a segurança na sua utilização (THOMPSON et al, 
2002; SIMÕES et al, 2003; RIBANI et al, 2004). 
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A validação de métodos analíticos é uma ferramenta necessária para a 
confiabilidade dos resultados na implementação do sistema de qualidade, é 
justificada por razões legais, técnicas e comerciais, mesmo não existindo uma 
norma específica estabelecida nacional e internacionalmente. Órgãos como 
IUPAC, ISO, ANVISA, INMETRO e ICH, apesar de apresentarem diferenças 
em suas normas, produzem diretrizes e recomendações para execução do 
procedimento de validação, requisito fundamental para o processo que irá 
demonstrar a competência da técnica (RIBANI et al, 2004). 
A Agência Nacional de Vigilância Sanitária preconiza que a validação 
deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda às 
exigências das aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade dos 
resultados (BRASIL, 2010). 
Desta forma, a validação de um método analítico, bem como os estudos 
rigorosos da segurança e qualidade são imprescindíveis para o registro de 
novos produtos (RIBANI et al., 2004). 
Em consequência das inúmeras atividades farmacológicas apresentadas 
pela espécie P. granatum e apesar de estudos anteriores publicados em 
periódicos, nenhum código oficial aprese,nta uma monografia para a droga 
vegetal, constituída pelas cascas.  Assim, é fundamental a padronização do 
extrato hidroalcoólico, forma mais comumente empregada pela indústria para 
produção de fitoterápicos e, validação de métodos analíticos que garantam a 
quantificação de metabólitos-alvo, presentes no extrato. 
 A validação de um procedimento analítico tem como objetivo demonstrar 
que o método é adequado para a sua finalidade, incluindo assim, as 
características aplicáveis à identificação, controle de impurezas e testes 
quantitativos (ICH, 2005). Deve ser utilizada para métodos não normalizados, 
criados ou desenvolvidos pelo próprio laboratório, ampliações e modificações 
dos métodos normalizados ou ainda, para métodos normalizados usados fora 
dos escopos para os quais foram concebidos. A determinação das 
características de desempenho do método é uma parte do processo de 
validação e os critérios de aceitação são baseados no seu uso intencional 
(BARROS, 2002). 
 De acordo com a ANVISA (Resolução RE nº 899, de 29 de maio de 
2003), a validação tem como objetivo demonstrar que o método é apropriado 
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para a finalidade proposta, ou seja, a determinação qualitativa, semi-
quantitativa e/ou quantitativa de fármacos e outras substancias em produtos 
farmacêuticos. 
 Nas últimas décadas houve uma grande evolução na instrumentação 
analítica e com o desenvolvimento de técnicas de extração mais robustas, 
possibilitando a detecção e identificação de novos compostos em faixas de 
concentração mais baixas (SILVA & COLLINS, 2011). 
 Um método analítico para ser validado, na maior parte dos casos, deve 
apresentar parâmetros determinados para linearidade, limite de detecção, limite 
de quantificação, exatidão, robustez, especificidade e precisão, sendo esta 
última considerada em dois níveis: precisão intra-corrida (repetibilidade) e 
precisão inter-corridas (intermediária). Estes parâmetros devem ser realizados 
antes da implementação de um método analítico para quantificação de um 
composto. Complementarmente, substâncias de referência oficializadas em 
farmacopeia devem ser utilizadas na validação do método ou, na ausência 
delas, um padrão de trabalho pode ser utilizado, desde que a identidade e o 
teor sejam devidamente comprovados (BRASIL, 2010). 
 Embora validar um método analítico seja trabalhoso e minucioso, é 
extremamente importante para a garantia de resultados eficientes e 
proveitosos, pois representa confiabilidade nos dados obtidos. Além disso, 
conhecer as diretrizes da legislação vigente auxilia para que o estudo tenha 
êxito, atendendo conhecendo as exigências de uma determinada aplicação ou 
área de aplicação, possibilitando ter um processo com qualidade assegurada 
(RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2010). 
A romã é cultivada para uso na alimentação e assim pode constituir uma 
matéria-prima vegetal disponível para produção de fitoterápicos.  Alguns 
métodos para controle de qualidade de extratos de casca de romã foram 
propostos e estão apresentados na Tabela 3. Estes métodos foram tomados 





Tabela 3. Métodos por cromatografia líquida de alta eficiência utilizados para 
identificação de compostos fenólicos presentes em P. granatum L.  
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Santiago et al., 2014 
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II. 3. Processo inflamatório 
 
 A inflamação é um processo fisiológico que constitui a resposta de um 
tecido vivo a um estímulo lesivo em que um agente agressor físico, químico ou 
biológico, que ultrapassa a barreira primária de defesa do corpo humano, 
envolvendo assim uma ação coordenada entre o sistema imunológico e o 
tecido que sofreu a lesão. Uma das principais etapas da inflamação é a 
liberação de leucócitos (neutrófilos) da corrente sanguínea para o local da 
lesão, migração esta conhecida como diapedese ou quimiotaxia, um 
mecanismo de defesa do organismo, onde começam os processos de 
reparação, com a cicatrização e a regeneração do tecido afetado (RANG et al., 
2004; COTRAN et al., 2006). 
A resposta na área da lesão caracteriza a área inflamada, que 
representa sinais clínicos como rubor, calor, edema, dor e perda de função. A 
inflamação tem como objetivo principal recompor a homeostase do tecido 
lesado através da ativação dos componentes específicos (anticorpos) e não 
específicos da imunidade (células fagocíticas e mediadores) (CRUVINEL et al., 
2010). 
De modo geral, o processo inflamatório compreende cinco fases: 
irritativa, vascular, exsudativa, degenerativa e reparativa. A fase aguda 
caracteriza-se pelos eventos vasculares, observando-se a vasodilatação local e 
o aumento da permeabilidade vascular, a migração celular, com a infiltração de 
leucócitos e células fagocitárias e a crônica, onde ocorre degeneração tecidual 
e fibrose (LEES et al., 2004). 
 Trabalhos descritos na literatura utilizando modelos com animais e 
também ensaios in vitro apontam que os extratos oriundos de diferentes partes 
de P. granatum, incluindo as sementes, cascas, flores, apresentam importante 
potencial antioxidante, bem como anti-inflamatório. Os efeitos anti-inflamatórios 
como também analgésicos, são descritos em estudos nos quais avaliou-se a 
inflamação em tecidos pulmonares e do trato gastrointestinal com extratos de 
romã e também ácido elágico (composto marcador antioxidante). Os resultados 
foram promissores na fitomedicina para o tratamento de doenças inflamatórias, 
alcançados através da inibição da migração leucocitária e da modulação de 
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citocinas pró-inflamatórias (PANICHAYUPAKARANANT et al., 2010; MO et al., 











Objetivo Geral  
 
O presente trabalho teve por objetivo principal a quantificação de 
marcadores químicos nos extratos da casca dos frutos de Punica granatum L. 
(romã), obtidos de regiões distintas do estado do Rio Grande do Sul, bem como 
adquiridas no comércio local, otimização dos fatores críticos para extração, 
desenvolvimento e validação de métodos analíticos por cromatografia líquida 
(CLAE e CLUE) para quantificação destes compostos e também avaliação da 
atividade anti-inflamatória in vitro utilizando modelo de quimiotaxia. 
 
 
Objetivos específicos  
 
 Obter amostras de frutos de P. granatum de diferentes regiões do 
estado e comercializadas;  
 Comparar e otimizar métodos extrativos da casca de P. granatum;  
 Isolar os componentes majoritários presentes nos extratos utilizando 
técnica cromatográfica, para utilização como substâncias referência;  
 Ensaios de pureza: determinar cinzas totais e teor de água nas 
amostras; 
 Validar método cromatográfico de quantificação dos compostos por 
CLAE; 
 Desenvolvimento de método utilizando CLUE; 
 Verificar atividade anti-inflamatória in vitro utilizando o modelo da 













O texto completo referente à Material e Métodos, que no texto completo 
da dissertação defendida ocupa o intervalo de páginas compreendido entre as 
páginas 51 – 66, foi omitido por tratar-se de manuscrito em preparação para 




































































O texto completo referente a Resultados, que no texto completo da 
dissertação defendida ocupa o intervalo de páginas compreendido entre as 
páginas 67 – 90, foi omitido por tratar-se de manuscrito em preparação para 































































































VI. DISCUSSÃO GERAL 
 
O texto completo referente à Discussão Geral, que no texto completo da 
dissertação defendida ocupa o intervalo de páginas compreendido entre as 
páginas 91 – 94, foi omitido por tratar-se de manuscrito em preparação para 




















 Considerando os resultados experimentais obtidos, conclui-se que: 
 
 As amostras de diferentes origens de coletas analisadas não 
apresentaram variabilidade química qualitativa. 
 A otimização da extração realizada por software estatístico, apesar de 
não apresentar significância estatística, mostrou um aumento 
importante das áreas dos picos de punicalaginas nos cromatogramas. 
 O método de extração proposto apresenta vantagens, utilizando 
solventes de baixo custo, além de ser simples e rápido. 
 O método validado por CLAE mostrou-se eficiente e confiável, 
podendo ser utilizado em laboratórios de controle de qualidade para 
análise de rotina e quantificação de punicalaginas. 
 O desenvolvimento da metodologia por CLUE mostra-se adequado, 
reduzindo tempo de análise bem como o consumo de solvente. 
 Análise antiquimiotáxica mostrou que, tanto o extrato bruto, como a 
fração contendo anômeros punicalagina α e β apresentam potencial 
anti-inflamatório nas concentrações testadas. 
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Procedimentos para tratamento de resíduos 
 
 Os resíduos gerados foram descartados de acordo com os 
procedimentos descritos no Plano de Gerenciamento de Resíduos estabelecido 









Somatório das áreas de        
Punicalagina A e B       
Concentração 







0,538 5712756 5733970 5713433 5720053 12057,23 0,2108 
0,615 6736410 6780534 6752123 6756356 22364,45 0,3310 
0,692 7939848 7959277 7902477 7933867 28868,43 0,3639 
0,769 8571599 8620275 8748378 8646750,667 91314,97 1,0561 
0,846 9599045 9619903 9596470 9605139,333 12850,37 0,1338 
0,923 10228654 10252890 10202082 10227875 25412,95 0,2485 





y = 1E+07x - 383097 

























Somatório das áreas de 
Punicalagina A e B       
Concentração 
(mg/mL) Área 1 Área 2 Área 3 Áreas médias 
Desvio 
padrão CV (%) 
0,538 5990817 6009778 5983555 5994717 13539,46 0,2259 
0,615 6957673 6932444 6948846 6946321 12802,63 0,1843 
0,692 7828818 7815487 7845106 7829804 14834,08 0,1895 
0,769 8969687 8916072 8944970 8943576,333 26834,66 0,3000 
0,846 9385382 9379729 9367539 9377550 9118,89 0,0972 
0,923 10316701 10317969 10339724 10324798 12941,83 0,1253 






Somatório das áreas de 
Punicalagina A e B       
Concentração 





0,538 5639323 5563597 5614428 5605783 38596,15 0,6885 
0,615 6523994 6540566 6548249 6537603 12396,00 0,1896 
0,692 7832640 7696892 7704256 7744596 76337,19 0,9857 
0,769 8453535 8559148 8448145 8486942,667 62589,70 0,7375 
0,846 9189979 9218065 9212720 9206921,333 14913,89 0,1620 
0,923 10286039 10311633 10305160 10300944 13307,67 0,1292 
1 10792029 10762524 10802001 10785518 20528,11 0,1903 
 
  
y = 1E+07x + 306704 




















Linearidade Dia 2 
y = 1E+07x - 367513 



















Linearidade Dia 3 
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Cromatogramas obtidos por CLAE para cada amostra, com suas 






















*Amostra Miriam = São Jerônimo/RS 
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